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Tabell 2: Oversikt over kjemikalier og reagenser benyttet til oppgaven. Kjemikalie/reagens  Produsent  Artikkelnr.  LOT nr. Natrium klorid – NaCl: “Natriumchloride, Fluka BioChemika”  Sigma‐Aldrich  71376  1223968 24905133 Acetic acid 100%  VWR  20104‐298  0505564 Krystallfiolett: “Crystal violet, Microscopy Certistain”  Merck  1.15940.0025  FN1130540 048 Trypan Blue Solution (0.4%)  Sigma‐Aldrich  T8154  84K2371 Tris base: “Trizma® base, min. 99.9% titration”  Sigma‐Aldrich  T1503  077K5410 Borsyre: “Boric Acid, Molecular Biology Grade”  Calbiochem®  203667  B47460 Agarose NA  GE Healthcare  17‐0554‐02  311158 10 µg/µl Ethidium Bromide solution   VWR  4439220  HC946162  ‐ Tabellen fortsetter på neste side  
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‐ Tabellen fortsetter fra forrige side  Kjemikalie/reagens  Produsent  Artikkelnr.  LOT nr. Loading buffer ‐ gel: “Blue/Orange 6x Loading Dye”  Promega  G190A  18772202 / 30738811 Størrelsesindikator: “100bp DNA ladder ”  Promega  G2101A  18149204 Størrelsesindikator: “25bp DNA Step Ladder  Promega  G451A  0000003138 Lymphoprep™  Axis Shield  1114545  12CKS15 2‐Mercaptoethanol, min. 98% (β‐ME)  Sigma  M3148  09729MH 5 x First Strand Buffer (5xFS buffer)  Invitrogen™  P/N Y02321  709042 / 492015 RQ1 DNase Stop Solution   Promega  M199A  25952704 RQ1 RNase‐Free DNase  Promega  M610A  25308608 Random Primers (1 µg/µl random nonamer)  Invitrogen™  P/N 58875  428875 RNAseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor  Invitrogen™  P/N 100000840  ‐ 10777‐019  1049411 / 866803 25 mM dNTP: ‐ dATP (2‘‐Deoxyadenosine 5‘‐Triphosphate) ‐ dCTP (2‘‐Deoxycytidine 5‘‐Triphosphate) ‐ dGTP (2‘‐Deoxyguanosine 5‘‐Triphosphate) ‐ dTTP (2‘‐Deoxythymidine 5‘‐Triphosphate) 
GE Healthcare 
 ‐ 28406501V ‐ 28406511V ‐ 28406521V ‐ 28406531V 














Tabell 5: Oversikt over tidligere etablerte primere benyttet i oppgaven. Primer  Sekvens (5‘  3‘)  Informasjon om PCR‐produkt GCTCTATGGGTTTCTGAATG BCR – sg1F_ BCR – sg1R_  AAATACCCAAAGGAATCCAC  99 bp. Spenner over intron. Husholdningsgen GGGACCTATGCCTGTTTTGTCTC CEACAM5 – FC CEACAM5 – RC  GAGCAACCCCAACCAGCAC  151 bp. Spenner over ekson‐ekson grense. GATGAGCAGGTCCGAGGTTA CK19 – F CK19 – R  TCTTCCAAGGCAGCTTTCAT  96 bp. Binder til to forskjellige eksoner. CGCAGCTCAGGAAGAATGT EPCAM – FB EPCAM – RB   TGAAGTACACTGGCATTGACG  88 bp. Spenner over ekson‐ekson grense.    
3.5  Kit  






















































































































• Lag mastermiks 1 (M1) til de planlagte reaksjonene og en negativ kontroll (NoRT), bestående av:  – 1 µg/µl random nonamer: 0,2 µl x antall reaksjoner – 25 mM dNTP: 0,4 µl x antall reaksjoner  – RNase‐fritt vann (mQH2O): 0,4 µl x antall reaksjoner 
• Tilsett 1,0 µl M1 til hvert rør med DNAse‐behandlet RNA.  
• Inkuber 5 minutter ved 65°C. Sett rett på is (min. 2 min).  

































biomarkører; CEACAM6, CK8, PRSS1 og MMP11. R = revers, F = forover.   CEACAM6, CK8, PRSS1, MMP11  BCR  CEACAM5  CK19  EPCAM Reagens  [final] mM  µl pr. reak.  [final] mM  µl pr. reak.  [final] mM  µl pr. reak.  [final] mM  µl pr. reak.  [final] mM  µl pr. reak. dH2O    16,130    16,880    17,005    16,130    16,505 10xPCR buffer    2,500    2,500    2,500    2,500    2,500 50 mM MgCl2  2,00  1,000  2,00  1,000  1.25  0,625  2,00  1,000  1,25  0,625 5 mM dNTP‐U  0,20  1,000  0,20  1,000  0,20  1,000  0,20  1,000  0,20  1,000 10 µM F primer  O,30  0,750  O,15  0,375  O,20  0,500  O,30  0,750  O,30  0,750 10 µM R primer  0,30  0,750  0,15  0,375  0,20  0,500  0,30  0,750  0,30  0,750 1/200 SYBR Green I    0,750    0,750    0,750    0,750    0,750 Hot GoldStar enzym    0,120    0,120    0,120    0,120    0,120  
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Tabell 11: Reagensforhold for sekvenseringsreaksjon av PCR­produkt Reagens:  Mengde: Big‐Dye v. 3.1  1,00 µl  Sekvenseringsbuffer  1,00 µl  Primer (10mM, 10pmol/µl)  0,32 µl  (3,2 pmol) Templat (PCR‐produkt 100‐200 basepar)  1‐3 ng dH2O  til totalvolum 10 µl  









































































optimal for hver biomarkør, og deretter en eventuell tredje runde med analyse i aktuelle konsentrasjonsområder. Primerkonsentrasjonen ble fastsatt ut i fra samme framgangsmåte som for MgCl2, men startkonsentrasjonene var 0,075, 0,100, 0,125 og 0,150 µM primer. Primersettene ble luket ut etter hvert som det viste seg at andre primersett for samme biomarkør fungerte bedre, og til sist var det igjen ett primersett for hver potensielle nye biomarkør. Kriteriene for hva som gir mest optimale kopieringsforhold innebærer kompromiss av følgende faktorer: ‐ lavest mulig Cq‐verdi for biomarkøren i cellelinjene fra bukspyttkjertelkreft (høyeste relative mRNA nivå) ‐ høyest mulig Cq‐verdier for biomarkøren i normal blod (laveste relative mRNA nivå) ‐ minst mulig dannelse av primer‐dimer ‐ minst mulig positive NTC (no template control) Se tabell 13 for resultatet av hvilke primersett og reagensforhold som ble valgt, og figur 13‐16 for eksempler på amplifiserings‐ og smeltekurver for hver biomarkør under disse forholdene.   
Tabell 13: Oversikt over de beste primersettene funnet for hver biomarkør sammen med 

























• PRSS1    150 basepar 
• MMP11    145 basepar 






























































































































































helautomatisk celletelling v.h.a. Sysmex­instrument.  Analysemetode  Manuell  Maskinell Ant. MC * 109/L  3,3*  2,72 Differanse mellom metodene (ant. MC*109/L)  0,6 Prosentavvik mellom metodene  19,3% * Basert på to parallelle blodprøver analysert til 3,8 og 2,8 *109 celler/L, prosentavvik = 30,3%.  
5.5.2  Test for tap av celleklumper ved Lymphoprep‐metoden Det ble utført et enkelt eksperiment for vurdering om tap av celleklumper ved bruk av Lymphoprep‐metoden. Dette var for å undersøke om man taper STC fra blodprøven dersom de befinner seg i klumper og ikke som enkeltceller. Til dette ble det benyttet materiale fra kreftcellelinjen LS174T (opprinnelig fra svulst i tarm) ettersom denne er svært klumpete av natur. LS174T‐celler ble derfor tilsatt normalt blodprøvemateriale for å undersøke om Lymphoprep‐mediet var i stand til å holde igjen celleklumper i MC‐sjiktet etter sentrifugering. To normale blodprøver ble tilsatt 1,5 ml cellesuspensjon av LS174T, som deretter ble analysert etter Lymphoprep‐metoden og manuell celletelling. Både cellesuspensjonen og isolert MC‐materiale ble talt manuelt for antall enkeltceller og celleklumper. En celleklump innebærer to eller flere sammenhengende celler. Observasjoner som ble gjort underveis i eksperimentet var at det var flere små celleklumper (2‐5 sammenhengende celler) og færre store celleklumper (>10 sammenhengende celler) etter MC‐isolering. Likevel ble det observert enkelte svært store celleklumper (> 20 sammenhengende celler) også etter MC‐isolering. Resultatet viste totalt lite tap av celleklumper.  
Tabell 22: Oversikt over resultatet fra telling av enkeltceller og celleklumper før og etter isolering 










Lymphoprep­ og RBC lysis buffer metode.  Alikvotanalyse  Oppsummert for metode Alikvot  RNA ng/µl  A260‐A280  RNA ng/µl  Standard‐avvik (s)  CV (%) Lp 1‐1  123,4  2,0 Lp 1‐2  131,3  2,0 Lp 2‐1  113,0  2,0 Lp 2‐2  122,3  2,0 
122,5  7,5  6,1 
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Liste over figurer Figur 1: Illustrasjon av bukspyttkjertelen og dens nærliggende organer. Figuren er laget basert på figurer fra Kreftforeningens nettside og Oncolex [2, 8]. .. 11 Figur 2: Illustrasjon over hvordan sirkulerende tumorceller (STC) oppstår fra en primærsvulst og forårsaker metastase i vev et annet sted i kroppen. Figuren er modifisert fra figur i boka ”Molecular Biology of the Cell” (Alberts, 2002) [23]. .............................................................................................................................................. 14 Figur 3: Modifisert oversiktsfigur over Lymphoprep‐metoden for isolering av MC (mononukleært cellemateriale), basert på figur fra Lymphoprep‐protokoll utgitt av leverandør (Axis‐Shield). [48] Blodprøven fortynnes 1:1 med fysiologisk saltvann som avsettes forsiktig over LymphoprepTM . Etter sentrifugering foreligger MC‐materialet adskilt fra resten av blodcellene ovenpå LymphoprepTM som så kan avpipetteres [48]. .......................................... 28 Figur 4: Illustrasjon av telleflaten i  Bürker tellekammer og hva som utgjør en A‐celle (t.v), samt hvordan man teller celler innad i én A‐celle (t.h). Her teller man kun cellene som er markert sort, mens cellene markert grå ikke skal telles. ............................................................................................................................................ 30 Figur 5 : Oversikt over prosedyren for isolering av RNA, DNA, protein og miRNA/småRNA. Modifisert fra figur oppgitt i prosedyren fra kittet: "AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Handbook” (Qiagen) [53]. .......................... 31 Figur 6: Oversikt over spektrofotometrisk analyse av RNA ved NanoDropTM 2000c (modifisert fra figur fra instrumentprotokoll fra Thermo Scientific) [56]. Prøvemateriale avsettes på nedre optiske plattform (1), og absorbansen måles i væskesøylen som dannes mellom de optiske flatene (2). Lyskilden er en xenon lampe som sørger for lysstråle med ulike bølgelengdene, og CCD‐detektoren (charged‐coupled device) sørger for effektiv avlesning av absorbans [56]. ............................................................................ 32 Figur 7: Elektroferogrammet viser total RNA fra vellykket analyse ved bruk av Agilent RNA 6000 Nano Kit. Figuren er fra protokollen utgitt av leverandør (Agilent Technologies). [63].............................................................................................. 33 Figur 8: Elektroferogrammet viser total RNA fra en vellykket analyse ved bruk av Agilent Small RNA Kit. Den viser to inndelte områder, ett for små RNA (0‐150 nt) og ett for miRNA (10‐40 nt), samt én lav topp for markøren. I miRNA‐regionen sees tilstedeværelsen av miRNA som en liten, slak topp. Figuren er fra protokollen utgitt av leverandør (Agilent Technologies). [64]........................................................................................................................................................ 34 Figur 9:  Eksempel på amplifiseringskurve (t.v.) og smeltekurve (t.h.) over en real time qPCR analyse av to prøver analysert i parallell for én biomarkør. Basert på amplifiseringskurven har de to prøvene, A og B, henholdsvis Cq=15 og Cq=23. Dette tilsier at prøve A inneholder 2(23‐15) = 512 ganger mer av biomarkøren enn prøve B.  Smeltekurven viser at begge prøvene har dannet samme PCR‐produkt ved at de har samme smeltepunkt (Tm ≈ 830C). I både amplifiserings‐ og smeltekurven sees positive NTC (no template control) som grønne kurver og baselinjen som en klar blå strek  (satt til 800 dR). ............................................................................................................................................... 37 
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Figur 10: Oversikt over kjedeterminerende Sanger‐metode for sekvensering av PCR‐produkt. Sekvenseringsreaksjonen lager komplementære kopier av PCR‐produktet, som v.h.a. kjede‐terminerende fluoressensmerket ddNTP dannes i alle mulige lengder. Nukleotidsekvensen kan dermed fastsettes v.h.a. kapillærelektroforesen og fluorescensdeteksjon [22, 77, 78]. Illustrasjonen av sekvenseringsreaksjonen er modifisert fra bilde tatt av filmklippet ”DNA Test Methods – DNA Sanger Sequencing” av PHG Foundation [79]. ..................................................................................................................... 41 Figur 11: Restriksjonsenzymet PvuII kutter dobbeltrådet DNA som har denne sekvensen. ................................................................................................................................. 43 Figur 12: Oversikt over metodene benyttet og det praktiske laboratoriearbeidet utført. ........................................................................................................................................... 48 Figur 13: Amplifiserings‐ og smeltekurve fra qPCR analyse av biomarkøren CEACAM6 for cellelinjene AsPC‐1, BxPC‐3 og PANC‐1, samt normalt blod (norm.bl.) og NTC (no template control). Smeltekurven angir 830C som omtrentlig smeltepunkt av PCR‐produktet................................................................. 50 Figur 14: Amplifiserings‐ og smeltekurve fra qPCR analyse av biomarkøren CK8 for cellelinjene AsPC‐1, BxPC‐3 og PANC‐1, samt normalt blod (norm.bl.) og NTC (no template control). Smeltekurven angir 880C som omtrentlig smeltepunkt av PCR‐produktet........................................................................................ 50 Figur 15: Amplifiserings‐ og smeltekurve fra qPCR analyse av biomarkøren PRSS1 for cellelinjene AsPC‐1, BxPC‐3 og PANC‐1, samt normalt blod (norm.bl.) og NTC (no template control). Smeltekurven angir 860C som omtrentlig smeltepunkt av PCR‐produktet................................................................. 51 Figur 16: Amplifiserings‐ og smeltekurve fra qPCR analyse av biomarkøren MMP11 for cellelinjene AsPC‐1, BxPC‐3 og PANC‐1, samt normalt blod (norm.bl.) og NTC (no template control). Smeltekurven angir 880C som omtrentlig smeltepunkt av PCR‐produktet................................................................. 51 Figur 17: Gelbilde fra gelelektroforese av PCR‐produkt for de nye potensielle biomarkørens qPCR‐oppsett. Størrelsesindikatoren ”100 bp DNA ladder” (Promega), kalt l‐100, er avsatt helt til venstre på gelen, og antall basepar (bp) som hvert bånd tilsvarer i størrelse er angitt her.......................................... 52 Figur 18: Eksempel på kurve over amplifiseringseffektivitet for en av analysene til CEACAM6 fremstilt av programvaren til PCR‐instrumentet Mx3000P.  Det oppgis effektivitet = 98,6%, som tilsvarer E‐verdi = 1,99, og R2‐verdi = 0,996. ........................................................................................................................................... 54 Figur 19: Grafisk presentasjon av datamateriale fra tabell 18, som viser forholdet av differansen mellom Cq i normal blod og Cq i cellelinjen for hver av de tre cellelinjene; AsPC‐1, PANC‐1 og BxPC‐3 for alle potensielle biomarkører. Eventuelle ”No Cq”‐verdier er erstattet med verdien 40....................................... 56 Figur 20: Barplott over standardrekkenes relative mRNA nivå for biomarkørene CEACAM5, CK19, EPCAM og CK8, fratrukket nivå i 0‐prøven. Feilbarer er basert på ensidig konfidensintervall tilknyttet de fire målingene av hver standard. Trendlinjen er eksponentiell og tilhørende likning og R2‐verdi er oppgitt. ........................................................................................................................................ 57 Figur 21: Resultat for prøven RNA 1 analysert på Agilent 2100 bioanalyzer med kittet RNA 6000 Nano. Det presenteres i form av et elektroferogram (t.v.) og 
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gel‐liknende bilde (t.h.) produsert av programvaren til instrumentet. I resultatfremstillingen av det gel‐liknende bilde er andre prøver analysert samtidig manuelt klippet bort i etterkant av analysen.......................................... 59 Figur 22: Resultat for prøven miRNA 3 analysert på Agilent 2100 bioanalyzer med kittet Small RNA. Det presenteres i form av et elektroferogram (t.v.) og gel‐liknende bilde (t.h.) produsert av programvaren til instrumentet. I resultatfremstillingen av det gel‐liknende bilde er andre prøver analysert i samme brikke manuelt klippet bort i etterkant av analysen. ............................. 59 Figur 23: Oversikt over eksperimentet ”Holdbarhetstest av EDTA‐blod”.  MC = mononukleære celler............................................................................................................ 60 Figur 24: Grafen viser  gjennomsnittelig konsentrasjonen av RNA isolert (ng/µl) for hvert prøvedøgn. Feilbarer for hvert punkt viser til konfidensintervallet for de fire parallellene som inngår i gjennomsnittsverdien. ............................... 61 Figur 25: Grafen viser gjennomsnittelig målte RNA kvalitet i RIN‐verdi for hvert prøvedøgn. Feilbarer for hvert punkt viser til konfidensintervallet for de fire parallellene som inngår i gjennomsnittsverdien. RIN‐skalaen rangerer kvalitet mellom 1‐10, hvor 1 indikerer dårligst målbare RNA kvalitet. ......... 61 Figur 26: Barplott som viser prosentvis reduksjon av RNA konsentrasjon (ng/µl) og RIN‐verdi for hvert prøvedøgn sammenlignet med 0 timers henstand... 62 Figur 27: Fremgangsmåte for sammenligning av Lymphoprep‐ og RBC lysis buffer metode........................................................................................................................... 64 Figur 28: Gelbilde av PCR‐produktet til biomarkøren CEACAM6 i hel og PvuII‐fordøyd tilstand, analysert ved 2% agarose gelelektroforese. Den positive CK19‐kontrollen er analysert parallelt, og består av helt og PvuII‐fordøyd PCR‐produkt fra biomarkøren CK19. På hver side av prøvemateriale er det satt opp en størrelsesindikator, kalt l‐25 (”25 bp DNA Step ladder”, Promega) helt til venstre i gelen, og antall basepar (bp) som hvert bånd tilsvarer i størrelse er angitt her. De grønne firkantene i midten av bildet er laget for å vise områdene hvor båndene ble observert under bildetakning av gelen, ettersom de ellers var lite synlige ved bildeformatering for bruk i oppgaven.................................................................................................................................... 98  
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Prøve  Målt RIN‐verdi  Gj.snitt RIN pr. prøvedøgn (x)  Konfidens‐intervall (RIN)  Standard‐avvik (s)  CV% 
EDTA‐0, 1a  8,7 EDTA‐0, 1b  7,6 EDTA‐0, 2a  8,3 EDTA‐0, 2b  7,6 
8,1  ±0,6  0,55  6,8 
EDTA‐24, 1a  8,5 EDTA‐24, 1b  7,6 EDTA‐24, 2a  8,7 EDTA‐24, 2b  7,8 
8,2  ±0,6  0,53  6,5 
EDTA‐48, 1a  7,3 EDTA‐48, 1b  6,9 EDTA‐48, 2a  7,2 EDTA‐48, 2b  6,6 
7,0  ±0,4  0,32  4,5 
EDTA‐72, 1a  6,7 EDTA‐72, 1b  6,4 EDTA‐72, 2a  6,6 EDTA‐72, 2b  6,3 
6,5  ±0,2  0,18  2,8 
EDTA‐96, 1a  6,3 EDTA‐96, 1b  5,9 EDTA‐96, 2a  6,6 EDTA‐96, 2b  6,1 
6,2  ±0,4  0,30  4,8 
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Vedlegg 2  
Tabell 26: Oversikt over sekvenseringsresultat mottatt av sekvenserte PCR­produkt fra 
sekvenseringslaboratoriet ved Universitetet i Bergen (UiB). Prøvenavnet innebærer primersett 
benyttet for dannelse av PCR­produkt, etterfulgt av F eller R avhengig av forover (F) eller revers (R) 
primer i reaksjonen. I sekvensen oppgir sekvenseringslaboratoriet bokstaven N der hvor de ikke 
kunne fastslå nukleotidtype. 
Prøvenavn  Sekvensresultat mottatt fra eksternt sekvenseringslaboratorium 
CEACAM6‐B, F  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNANNANTGGANNNTNNNNNANANNNNNNNNNNNNCCNNCNNNNNNNCACCNNNN CEACAM6‐B, R  NNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANACNNNTNNNGGGNNGNNGGCGNNGGNCATGACNNNNNNNCNANNCNGGC 
CK8‐F, F 
NNNNNNNNANTTGTTGTTGAGGGTCTTGATCTGCTCCTTCTCCTGGGTGCGCACGGCCTGGATGTTGGGGTCCACCTCCAGGACAAGGGGGCTCAGCAGGCTCTGGTTGACCGTAACTGCGGTGATGCCTCCNNTNNNNNNNACAATTAAACAGCATGCATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCNNNCTGNATTCCAAAA 
CK8‐F, R  NNNNNNNNNNGCTGNNNCNNTTGNNNGGANGNGGANCCCAACATCCAGGCCGTGCGCACCCAGGAGAAGGAGCAGATCAAGACCCTCAACAACAAGTTTGCCTCCTTCATAGACAAGGTACGGTTCCTGGAGCANNNNNNNNNN 
PRSS1‐D, F  NNNNNNNNNNNNGGNNANCANNNNTCGAAGTCCTGGAGGGGAANGAGCAGTTCATCAATGCAGCCAAGATCATCCGCCACCCCCAATACGACAGGAAGACTCTGAACAATGACATNNNNNNNTNNN 
PRSS1‐D, R  NNNNNNNNNNNNNNGGAGNNNTGGCTGCATTGANGAACTGCTCATTCCCCTCCAGGACTTCGATGTTGTGCTCTCCCAGTCTCACCTGGATGCGGGACTTGTAGCAGTGGCCTGCTNNNNNNGGNNGNN 
MMP11‐B, F  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANCTCACCTACAGGANCCTTCGGTTCCCATGGCAGTTGGTGCAGGAGCAGGTGCGGCAGACGATGGCAGAGGCCCTAAAGGTATGGAGNNNNNNNNNAN 
MMP11‐B, R  NNNNNNNNNNNCNNNTGNNNNGCACCAACTGCNATGGGAACCGAAGGANCCTGTAGGTGAGGTCCGTCTTCTCCCAGCGCCCGCCAGAAAGCACGAACCTCTTCTGTCGGTTGCGGANANNANNNNNANN  
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Vedlegg 3  
 
Figur 28: Gelbilde av PCR­produktet til biomarkøren CEACAM6 i hel og PvuII­fordøyd tilstand, 
analysert ved 2% agarose gelelektroforese. Den positive CK19­kontrollen er analysert parallelt, og 
består av helt og PvuII­fordøyd PCR­produkt fra biomarkøren CK19. På hver side av prøvemateriale 
er det satt opp en størrelsesindikator, kalt l­25 (”25 bp DNA Step ladder”, Promega) helt til venstre i 
gelen, og antall basepar (bp) som hvert bånd tilsvarer i størrelse er angitt her. De grønne firkantene 
i midten av bildet er laget for å vise områdene hvor båndene ble observert under bildetakning av 
gelen, ettersom de ellers var lite synlige ved bildeformatering for bruk i oppgaven. 
